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Beschrelbung 

Phospholipasen (PL) katalysieren die Hydrolyse von Estergruppen der sn-3-Phosphoglyceride. 
Die Substrate bilden in wassriger L5sung Micellen, und die Enzyme wirken an der Lipid-Wasser-Grenz- 
5 flache. 

Es ist eine Reihe von Phospholipasen bekannt, welche von besonderem Interesse sind, vor allem PL C 
und PL A 2 (die am besten untersuchte PLdes menschltchen Korpers). Bei bestimmten Erkrankungen, wie z.B. 
Pankreatitis, Infektionskrankheiten, Autoimmun erkrankungen, Allergien erhohtsich die PLA2-Konzentration im 
Blut und anderen Korperf lussigkeiten. Die Bestimmung der PL A 2 -Aktivitat hat daher diagnostisch betrachtiiche 
10 Bedeutung. 

PL C, insbesondere auch Phosphatidyl-lnositol-spezifische PL C = Plnase gewann in letzter Zeit zuneh- 
mend an Bedeutung. Das Regulatorsystem Phosphatidyt-lnosit wird von vielen Forschergruppen intensiv be- 
arbeitet. Zudem spielt PL C auch eine Rolle bei der Ablosung membrangebundener Proteine. 

PL A 2 ist auch in einigen Schlangengif ten en thai ten (Kobra, Klapperschlange), eine erhdhte Konzentration 
15 ist lebensgefahrlich. PL A 2 zahlt zu den Verdauungsenzymen und die Bestimmung spielt nicht nur in der Klin. 
Chemie, sondern auch in der Biochemie, pharmazeutischen Chemie und Lebensmittelchemie eine grofte Rolle 
(G.E.Hoffmann, DtGes.f.Klin.Chem. e.V. - Mitteilungen 4, 196 (86)). 

Es sind bereits mehrere Phospholipasen-Me&methoden bekannt, wie z.B. die titrimetrische Bestimmung 
der bei der Esterspaltung freigesetzten Fettsaure (Figarella, Scand J.GastroenL 6, 133 (71)) Oder die Messung 
20 der radioaktiv markierten freigesetzten Fettsaure (Shakir, Anal.Biochem. 114 , 64 (81)). Diese Verfahren sind 
aber fur Routinezwecke sehr aufwendig und stSranfallig. 

Weiter sind photometrische Bestimmungsmethoden bekannt: 

a) Hendrickson J. Lipid Res. 24, 1532 (83), 

b) Hoffmann, DtGes.f.Klin.Chem., Mitteilungen 4, 201 (86) 

25 

zu a): 

Sie beruht auf der Freisetzung einer -SH Gruppe und deren Bestimmung mit DTNB, erwies sich aber als 
zu unempfindlich. 

30 

zub): 

Die vollenzymatische Methode zur Bestimmung der Fettsaure nach Fa. Wako, Japan ist aufwendig und 
stark stdranfallig (Vielzahl von Pipettierschritten). 
35 NEFA-C-Test 

Bekannt sind auch fluoreszierende Phospholipide als Substrate (Thuren, Clin.Chem. 31_, 714 (85)). Aller- 
dings ist die Methode stark stdranfallig und nur wenige Labors sind mit Fiuoreszenzme&geraten ausgestattet. 

Aus 1 007 Synthesis- Journal of Synthetic Organic Chemistry (1 987), January, Nr. 1 , New York, USA ist ein 
Verfahren zur Synthese von Glycerophosphocholinestern mit zwei unterschiedlichen Sauregruppen bekannt. 
40 Diese Verbindungen enthalten Styrolgruppen und sind daher polymerisierbar. Zu den Eigenschaften wird an- 
gegeben, dad sie Vesikel und stabile polymerisierte Mikrokapseln bei Fotopolymerisation bilden. Ein Hinweis 
auf eine Eignung als Phosphoiipasesubstrate f indet sich dort nicht. Die Verbindungen sind aufgrund ihres Sty- 
rolrestes auch stets verschieden von den erfindungsgema&en Phospholipasesubstraten. 
Beschrieben sind auch immunologische Verfahren zur Bestimmung von PL A: 
45 Radioimmunassay: Nishijima, J.Biochem. 94, 1 37 (83) und Fluoreszenzimmunoassay: Eskola, Clin.Chem. 29, 
1777 (83), die zwar hinsichtlich Empfindlichkeitausreichen, jedoch nicht zwischen deraktiven Phospholipase 
A und ihrer inaktiven Vorstufe unterscheiden konnen. 

Fur die Bestimmung der Phospholipase C sind nur wenige Methoden bekannt. So ist es bekannt, nach 
Spaltung des Substrats durch PL C mit Lipase als Hilfsenzym Glycerin freizusetzen und dann eine vollenzy- 
50 matische Bestimmung des freigesetzten Glycerins durchzufuhren (Wahlefeld in Bergmeyen Methoden der en- 
zymatischen Analyse, 3.Aufl., Bd.ll, Verlag Chemie Weinheim 1974, S.1878). Diese Methode ist aber sehr 
stdranfallig und zeitraubend. 

Weiterhin ist die Bestimmung der PL C durch Einsatz radioaktiv markierter Substrate publiziert (Waku, 
J.Biochem. 72, 149 (72)). Diese Methode ist jedoch umstandlich und unempfindlich. 
55 Daher besteht Bedarf an einem Farbtest, der mit einer einfachen Apparatur durchgefuhrt und direkt visuell 

kontrolliert werden kann. 

Der Erf indung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Substrat und einen Farbtest zur Bestimmung der 
Phospholipase unter Verwendung dieses Substrats zu schaffen, der die Nachteile der bekannten Tests nicht 
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auf weist, genaue Ergebnisse liefert, einfach in der Handhabung ist, hohe Empf indlichkeit besitzt und nur eine 
geringe lag-Phase auf we ist so daR die Adaptation an die verschiedenen An alysen automate nsysteme un- 
schwierig ist. 

Gelost wird diese Aufgabe erf indungsgemfiR durch ein Phospholipasesubstrat der allgemeinen Formel 



H 2 C - Y - R 

| O O 

10 HC-Y-C-A-C-X (I) 
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25 worin 

A eine Alkylen- Oder Alkenylengruppe mit 1 bis 16 C-Atomen, 

R H Oder eine Alkyl-, Alkenyl- oder Acylgruppe mit 1 bis 20 C-Atomen Oder eine gegebenenfalls alkyl substitu- 
ierte Aryl- oder Aralkylgruppe mit 1 bis 8 C-Atomen in Alkyl rest, 

X den Rest einer aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung und jedes Y unabhangig voneinander -S- oder 
30 -O-, 

Z -SQ 3 e oder 



O 



35 




ao bedeuten, wobei R 1 sein kann ein Wasserstoffatom oder die Gruppe (CH 2 ) n NR? f in der n eine Zahl von 2 bis 
4 und R 2 H oder CH 3 bedeuten, 
oder Inositol, 
oder Serin 



45 



-CH,-CH-CO^H 
NH„ 



50 oder Glycerin. 

Unter der Einwirkung der Phospholipase wird das erf indungsgematte Phospholipasesubstrat gespalten 
unter Freisetzung der dem Rest X entsprechenden aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung, die man ent- 
weder direkt optisch bestimmt oder mit einem geeigneten Chromophor oder Fiuorophor kuppelt und das Kupp- 
lungsprodukt miSt oder eventuell nach Zugabe eines Hilfsenzyms miBt. 
55 R weist vorzugsweise 6 bis 20 C-Atome, besonders bevorzugt 12 bis 18 C-Atome auf. Oberraschender- 

weise erwiesen sich die Verbindungen mit R = Alkyl, Alkenyl oder Aralkyl als gute Phospholipasesubstrate, ob- 
wohl die naturlichen Substrate Acylgruppen tragen. 
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Beispiete fur R sind Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyt-, Pentyl-, Hexyl-, Heptyl-, Octyl-, Nonyl-, Decyl-, Undecyl, 
Dodecyl-, Tetradecyl-, Hexadecyl- und Octadecylreste als Alkylgruppen sowie die entsprechenden Acylgrup- 
pen wie die Acetyl-, Propionyl-, Butyryl-, Valeryl-, Capronyl-, Capryl-, Caprinyl-, Lauryl-, Myristyl-, Palmityl- und 
Stearylgruppe, die Oleyh Crotonyl-, Linolylgruppe, Phenyl-, Benzyl- oder Octyl phenylgr up pe. 

5 Das erf indungsgemafte Phospholipasesubstrat enthfilt weiter den Rest einer Dicarbonsaure COOH-A- 

COOH, in der Avorzugsweise 3 bis 7 C-Atome aufweist. Beispiele fur Sauren, von denen sich A ableitet, sind 
Malonsaure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, Adipinsaure, Pimelinsaure, Korksaure, Azelainsaure, Sebacinsau- 
re, Nonandicarbonsaure, Decandicarbonsaure und Undecandicarbonsaure. Die Sauren von Glutarsaure bis 
Azelainsaure sind bevorzugt Fur A mit mehr als 4 C-Atomen ist der Zusatz von einem HHfsenzym empfeh- 

10 lenswert. 

X kann eine aromatische Hydroxy- oder Thiolverbindung sein, die ein Chromophor darstellt oder erst durch 
eine Folgereaktion in einen Farbstoff uberfuhrt werden kann. Typische Beispiele sind Phenol, Thiophenol, 
Naphthol, Thionaphthol und deren Derivate sowie die an sich chromogenen Verbindungen wie der Resoruf in-, 
Chlorphenolrot-, Indoxyl- oder Thiof luoreszeinrest. Eine erschopfende Aufzahlung der geeigneten Hydroxy- 
15 oder Thiolverbindungen ist aufgrund ihrer gro&en Zahl nicht moglich, die direkt chromophoren oder in Chro- 
mophore uberfuhrbaren aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindungen sind dem Fachmann jedoch bekannt. 

Als Verbindungen der allgemeinen Formel (I) bzw. (II) werden 
1-0-Octadecyl-2-glutarsSure-methylresorufinester-sn-glycero-3-phosphocholin, 
1-0-Octadecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-sn-glycero-3-phosphocholin t 
20 1-0-Dodecyl-2-glutarsaure-nitrophenylester-rac-glycero-3-sulfat, 

1 -O-Dodecyl-2-ad ipinsaure-n itrophenylester-rac-glycero-3-sulfat oder/u nd 
1-0-Hexadecyl-2-glutarsaure-nitrophenylester-rac-glycero-3-sulfat bevorzugt. 

Die genannte Folgereaktion zum Farbstoff kann entweder durch eine direkte Kupplung (z.B. mit einem Dia- 
zoniumsalz wie 4-Chlor-2-methylbenzoldiazoniumsalz (Fast Red), 4-Benzamido-2-methoxy-5-methylbenzol- 
25 diazoniumsalz (Fast Violet), diazotierte Sulfanilsaure, 2,4- und 2,5-substituierte Phenyldiazoniumsalze z.B. 
2,4-Dichlorphenyldiazonium-1,5-naphthalin-disulfonsaure) erfolgen oder durch eine oxidative Kupplung z.B. 
mit 4-Aminoantipyrin oderanderen Aminopyrazolonen (wie Trimethylaminopyrazolon, Diaminoanti pyrin) oder 
MBTHS (3-Methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon-6-sulfonsaure). 

Bevorzugt sind Chromophore, die eine geringe Polaritat aufweisen und lipophil sind. Dabei sollte jedoch 
30 die Wasserloslichkeit noch gewahrleistet sein. 

Der lipophile Charakter der o.g. Chromophore kann durch geeignete Substitution, wie z.B. mit Alkylgrup- 
pen, positiv beeinf luftt werden. Als geeignete Substituenten fur den Resoruf inrest haben sich u.a. die Methyl-, 
Dimethyl- und Athylgruppe sowie die Substitution mit Brom als geeignet erwiesen. 

Die erfindungsgemSRen Verbindungen sind neu. Sie besitzen ein Asymmetriezentrum und sind daherop- 
35 tisch aktiv. Als Phospholipasesubstrat kdnnen sowohl die bei den ublichen Herstellungsmethoden anfallenden 
Racemate als auch die optischen Isomeren verwendet werden. Bevorzugt sind jedoch die optischen Isomeren. 

Die Herstellung der erf indungsgema&en Phospholipasesubstrate kann nach an sich bekannten Methoden 
erfolgen. So f inden sich geeignete Verfahren zur Synthase der Ether-glycero- und Acyl-glycero-phosphocho- 
line beispielsweise beschrieben in Methods in Enzymology, 98, 623 (1983) und Biochim.Biophys.Acta 666 , 230 
40 (81). Die Synthese von Sulfaten ist beispielsweise in Beilstein 2, Ell, 356 beschrieben. 

Ausgehend von beschriebenen 1-Alkyl- bzw. l-Acyl-3-O-Trityl-glycerinverbindungen werden dann durch 
Umsetzung mit den entsprechenden Dicarbonsaureanhydriden in wasserfreiem Medium wie Chloroform/Pyri- 
din die entsprechenden Glycerodicarbonsaure-Monoester erhalten. Geeignete Methoden zur Herstellung der 
Dicarbonsaureanhydride sind in Houben-Weyi-Muller "Methoden der organischen Chemie", Band IV/4, Seite 
45 786 beschrieben. 

Es kann anstelle der 3-O-Tritylgruppe auch eine andere Schutzgruppe verwendet werden, z.B. Benzyl-. 

Die Veresterung des Monoesters mit der aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung, von der sich der 
Rest X ableitet, kann beispielsweise durch direkte Umsetzung des Dicarbonsauremonoesters mit dem aroma- 
tischen Alkohol oder Thiol in Gegenwart eines Wasser entziehenden Mittels wie Dicydohexylcarbodiimid, 
so durchgefuhrt werden. Alternate wird der Dicarbonsauremonoester zuerst in einen aktivierten Ester uberfuhrt, 
beispielsweise in den Hydroxysuccinimidester oder das Imidazolid und der aktivierte Ester wird dann mit dem 
aromatischen Aikoho! oder Thiol umgesetzt. 

Ebenso ist es auch moglich, zuerst einen Monoester der Dicarbonsaure mit dem aromatischen Alkohol oder 
Thiol herzustellen, beispielsweise den Adipinsaure-Mononitrophenylester oder Glutarsauremonophenylester, 
55 und diesen dann mit dem Alkyl- bzw. -acylglycerin zu verestern, beispielsweise uber intermedifire Bildung eines 
Saurechlorids, -anhydrids oder aktivierten Esters. Die Herstellung der Dicarbonsauremonoester mit dem aro- 
matischen Alkohol oder Thiol kann beispielsweise aus SSureanhydrid und aromatischer Verbindung im Mol- 
verh§ltnis 1:1 oder aus Dicarbonsaure und aromatischer Verbindung im Molverhaltnis 2:1 oder aus einem 
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Dicarbonsauremonoester mit leicht abspaltbarer Schutzgruppe und der aromatischen Verbindung erfolgen. Ei- 
ne geeignete Methode ist beispielsweise in Arch. Pharm. 287, 514 (1954) beschrieben. 

Alternativ kann der 1-O-Alkyl- bzw. l-O-Acyl-3-O-Trityl-glycerodicarbonsaure-monoesterauch hergestellt 
warden, indem man zunfichst einen Dicarbonsauremonoester aus der Dicarbonsaure und einem leicht abspalt- 

5 baren Alkohol, wiez. B. Benzylaikohoi oder 2,2,2-Trichlorethylalkohol herstellt und die so erhaltene Saure dann 
mit dem erwahnten Aikyi- bzw. Acyl-3-O-Trityl-Glycerin veresterL AnschlieBend wird die Schutzgruppe entfernt 
und die Umsetzung mit dem aromatischen Alkohol oder Thiol, wie oben beschrieben, vorgenommen. 

Bei den oben beschriebenen Produkten sind dann Schutzgruppen abzuspalten und die C-3-OH-Position 
zu sulfatieren oder phosphor ylieren. 

10 Eine weitere Herstellmethode besteht darin, daB man zuerst ein geschutztes Glycerin wie 1,2-lsopropyli- 

den-glycerin mit einem Dicarbonsauremonoester umsetzt unter Bildung des entsprechenden geschutzten Gly- 
cero-3-dicarbonsaure-diesters, dann die Schutzgruppe des Glycerins entfernt und die freigewordene 
1-OH-Gruppe und die freigewordene 2-OH-Gruppe alkyliert bzw. acylierL SchlieBlich wird die zuerst einge- 
fuhrte Monoestergruppe (Carboxylschutzgruppe) abgespalten und mit dem aromatischen Alkohol oder Thiol 

15 umgesetzt. Nach der Spaltung der Schutzgruppe an C-1-OH wird phosphatiert oder sulfatiert 

AuBerdem kann das gewunschte Substrat ausgehend von entsprechenden Lysoverbindungen (z.B. 1-AI- 
kyl-glycero-3-sulfat) hergestellt werden, z.B. durch Umsetzung mit aktiviertem Dicarbonsauremonoester. 

Die oben beschriebene Herstellung der erf indungsgemaBen Substrate ist nicht erschopfend und dem 
Fachmann stehen eine Reihe weiterer an sich bekannter Methoden zur Verfugung die es ihm ermoglichen, 

20 jede der erf indungsgemaBen Verbindungen ohne weiteres herzustellen. Aus den nach den oben erlauterten 
Verfahren erhaltenen racemischen Produkten kdnnen gewunschtenfalls die reinen optischen Isomeren nach 
bekannten Trennverfahren gewonnen werden. Ebenso lassen sich die Isomeren aberauch durch stereospe- 
zifisch ablaufende Synthese nach ebenfalls an sich bekannten Verfahren gewinnen. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur optischen Bestimmung der Phospholipase istdadurch gekennzeich- 

25 net, daBmanein erfindungsgemaBes PhospholipasesubstratderEinwirkungderphospholipasehaltlgen Probe 
unterwirft und die Menge der freigesetzten aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung direkt oder nach 
Kopplung mit einem geeigneten Chromogen die daraus gebildete Farbe optisch bestimmt. Gegebenenfalls ist 
der Zusatz eines oder zweier Hilfsenzyme n6tig. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein einfaches und gut haltbares Reagenz zur optischen Bestim- 

30 mung der Phospholipase, welches neben einem erf indungsgemaBen Phospholipasesubstrat und Puffersub- 
stanz auch ein oberflachenaktives Mittel, wie insbesondere Gallensauresalz, ein Ca-Salz wie Calciumchlorid 
und gegebenenfalls einen chromogenen Kuppler oder/und ein Hilfeenzym enthalt. AuBerdem kann das Rea- 
genz zweckmaBig auch Konservierungsmittel oder/und Aktivator enthalten. 
In einer bevorzugten Zusammensetzung enthfilt dieses Reagenz 

35 0,05 - 10 mg/ml Substrat, besonders bevorzugt 0,5 - 10 mg/ml Substrat, 
2 - 50 mg/ml Gallensaure, 
0,5-10 mM/l Calciumchlorid (Aktivator), 
0 - 10 g/l Detergenz, 
20 - 250 mM/l Puffersubstanz 

ao jeweils bezogen auf gebrauchsfertige Losung im Test. 

Als oberflachenaktives Mittel der GallensSuregruppe kommen Cholsaure, Taurocholsaure, Desoxychol- 
saure, Taurodesoxycholsaure, Glycodesoxycholsaure bzw. deren Alkalisalze, insbesondere das Natriumsalz, 
in Betracht. Die bevorzugte Menge betragt 0,5 bis 1,5 mM/l. Alternativ oder zusatzlich kann das Reagenz auch 
ein oder mehrere nichtionische Deterge ntien enthalten. 

45 Als Detergentien konnen sowohl ionische als auch nichtionische Detergentien verwendet werden. Vor- 

zugsweise werden nichtionische Detergentien wie z.B. Triton R (Alkylarylpolyether) verwendet. Ein besonders 
geeigneter Konzentrationsbereich liegt zwischen 0 - 10 g/l. Besonders bevorzugt wird der Konzentrationsbe- 
reich zwischen 1 - 5 g/l verwendet. 

Als Puffersubstanz eignen sich Puffer, welche in der Lage sind, im Rahmen des erf indungsgemaBen Rea- 

50 genz einen pH-Wert zwischen 6,0 und 10,5 einzustellen. Der bevorzugte pH-Wertbereich liegt zwischen 7,0 
und 9,5. Beispiele fur geeignete Puffer sind Diethanolaminpuffer, Triethanolaminpuffer, Tris- Puffer und Good- 
puffer, wie Hepes-Puffer (gut geeignet zum Zusatz vor der Lyophilisation), Taps-Puffer, CHES- Puffer (2-(Cy- 
clohexylamino)ethansulfon saure) und Bicine. Besonders bevorzugt wird Tris-Puffer. Die bevorzugte 
Puffersubstanzmenge liegt zwischen 20 und 250 mM/l. 

55 Als Konservierungsmittel werden im Rahmen der Erf indung solche eingesetzt, die die enzymatische Ak- 

tivitat der zu bestimmenden Phospholipase nicht beeintrachtigen. Besonders geeignet sind Alkaliazide, insbe- 
sondere Natriumazid. Auch andere Konservierungsmittel, wie z.B. Thiozid und and ere schwefelhaltige 
Konservierungsmittel sind jedoch ebenfalls geeignet. Die bevorzugte Menge an Konservierungsmittel betrSgt 
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0,001 bis 2 mg/ml. 

Als Aktivatoren sind Erdalkaliionen, bevorzugt Calciumionen geeignet Da diese mit Desoxycholsaure un- 
idsliche Verbindungen eingehen, wird bei Gegenwart von Calcium als Gallensaure Taurodesoxychoisaure be- 
vorzugt, da diese h6here Calciumkonzentrationen im Bereich von 1 bis 5 mMol zulaGt. 

s Wird das erf indungsgem§Be Reagenz in trockener oder konzentrierter, zur Verdun nung auf die endgultige 

Zusammensetzung bestimmter Form eingesetzt, so enthSIt es die genannten Substanzen in entsprechenden 
Mengenverhaltnissen, sowie vorzugsweise Schutzkolloid. 

Als Schutzkolloid kommen die dem Chemiker hierfur bekannten Substanzen in Betracht, wie Polyhydroxy- 
verbindungen, Serumalbumin, Polyvinyl pyrrol idon, feste Polyethylenoxide und dergleichen. Bevorzugt werden 

10 Polyhydroxyverbindungen, insbesondere monomere oder polymere Pentose oder Hexose mit 1 bis 10 Pento- 
se- bzw. Hexose-Einheiten im Molekul oder/und bei Zimmertemperatur fester Polyethylenglykol. Bevorzugte 
Beispiele von geeigneten Polyhydroxyverbindungen sind Mannit und ahnliche Zuckeralkohole, Oligosaccharid 
der Glucose, Mannose, Maltoheptaose, Polyethylenglykol miteinem mittieren Molekulargewichtzwischen 3500 
und 7000 u. a. Andere verwendbare Schutzkolloide sind z. B. Aminosauren, wie Alanin, Pf lanzengummis, wie 

15 Gummi arabicum usw. Die bevorzugte Menge an Schutzkolloid bzw. einer Mischung von Schutzkolloid en be- 
tr§gt 20 bis 90 Gew.-%. Als besonders geeignet erwies sich eine Mischung von Zuckeralkohol und Polyalky- 
lenglykol. 

Das erf indungsgemaBe Reagenz kann auch auf einem geeigneten Tragermaterial imprSgniert vorliegen. 
In betracht kommt sowohl ein saugfahiges Tragermaterial, als auch ein quellfahiges, losliches f ilmbildendes 
20 Tragermaterial. In dieser Form ermoglicht das erf indungsgemaRe Reagenz die Herstellung von Teststreifen, 
welche direkt visuell oder mittels geeigneter Me&gerate ausgewertet werden kdnnen. 

Der erf indungsgemS&e Farbtest zur Bestimmung der Phospholipasen liefert sehr genaue Ergebnisse bei 
hoher Empf indlichkeit. Er ist sehr einfach in der Handhabung und eignet sich sogar fur Teststreifen. Da er nur 
eine sehr geringe oder gar keine lag-Phase aufweist. kann er auf die verschiedenen Analysenautomatensy- 
25 steme ohne weiteres ad a p tier t werden. 

Die Bestimmung selbst kann sowohl als Endpunktbestimmung als auch kinetisch durchgefuhrt werden. 
Gegenubervielen bekannten Verfahren liegtin der kinetischen Durchfuhrbarkeitder Vorteil, da&weder ein Ab- 
stoppen, noch ein Ausschutteln des gebildeten Reaktionsproduktes durchgefuhrt werden mutt. 

Die folgenden Beispiele erlSutern die Erf indung weiter. 

30 

Beispiel 1 

1-0-Octadecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-sn-glycero-3-phosphocholin 

35 a) 1-0-Octadecyl-2-glutars§ure-sn-glycero-3-phosphocholin 

1 g l-O-Octadecyl-sn-glycero-3-phosphocholin, 0,73 g Glutarsaureanhydrid, 0,2 g Dimethylaminopyridin 
werden in 30 ml Pyridin 70 h auf 50°C erhitzt Dann wird das Ldsungsmittel abgezogen und der Ruckstand 
iiber LH 20 (Eluens: Chloroform/Methanol 1:1) chromatographiert. AnschlieBend wird uber RP 18 chromato- 
40 graphiert (Laufmittel: Isopropanol/Wasser 9:1 ). 
Ausbeute: 0,87 g 

DC: R t = 0.26 (Kieselgel; Methanol) 
Spruhreagenz: H an es-ls her wood- Reagenz 

'H-NMR (Cpa 3 ):5 tppm]: 0,87 (t,3H); 1,26 (m,32H); 1,90 (m,2H); 2,40 (m,4H); 3,1-3,6 (m,13H); 3,78 <m,2H); 
45 4,02 <m,2H); 4,25 (m,2H); 5, 1 8 (m, 1 H). 

b) 1-0-Octadecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-sn-glycero-3-phosphocholin 

310 mg 1 a) werden in einem Gemisch aus Wasser/Tetrahydrofuran 1:1 geldst und mit 70 mg p-Nitrophenol, 
so 480 mg N-Ethyl-N'-dimethylaminopropylcarbodiimid versetzt. Anschliedend wird 40 h bei 60°C geruhrt. Nach 
Abdampfen des Losungsmittels wird uber RP 18 (Eluens: Isopropanol/Wasser 8:2) chromatographiert 
DC: R f = 0,21 (RP18; Isopropanol/Wasser 8:2) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):6 tppm]: 0,88 (t,3H); 1 ,25 (m,32H); 2,04 (m ( 2H); 2,2-2,8 (m,4H);3,1-3,6 (m.13H); 3,80 (m,2H); 
3,96 (m,2H); 4,28 (m,2H); 5,15 (m,1H); 7,30 (d,2H); 8,26 (d,2H). 

55 
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Beispiel 2 

1-OOctadecyl-2-glutarsaure-methylresoruftnester-sn-glycero-3-phosphocholin 

5 Herstellung analog 1b) aus 31 mg 1a), 10 ml Wasser/Tetrahydrofuran 1:1, 110 mg 4 Methylresorufin, 48 

mg N-Ethyl-N'-dimethylaminopropylcarbodiimld. 
DC: R f = 0,20 (RP 18; Isopropanol/Wasser 8:2) 

m NMR (d 4 -Methanol):8 [ppm]: 0,90 (t,3H); 1 ,28 (m,32H); 1 ,92 (m,2H); 2,16 (s,3H); 2,44 (m,4H); 3,51 (m.2H); 
3,69 (m,11H); 4,00 (m,2H); 4,29 (m,2H); 4,47 (m,2H); 5,2 (m,1H); 6,7-7,9 (m,5H). 

10 

Beispiel 3 

1-0-Dodecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-glycero-3-sulfat 

15 a) 1-0-Dodecyl-2-glutarsaure-3-0-trityl-glycerin 

20,1 g l-O-Dodecyl-3-O-trityl -glycerin, 9,2 g Glutarsaureanhydrid und 0,4 g Dimethylaminopyridin warden 
in 100 ml Pyridin 8 h auf 50°C erhitzt. Das L6sungsmittel wird abgezogen, der Ruckstand in Essigester aufge- 
nommen und mit 0,05 N Salzsaure geschuttelt. Nach Trocknung der Essigesterphase uber Natriumsulfat wird 
20 das Losungsmittel abgedampft und der Ruckstand an Kieselgel (Laufmittei: Essigester/Petrolether 1:4) chro- 
matographiert. 
Ausbeute: 14 g 

DC: R f = 0,20 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 1 :1) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):8 [ppm]: 0,88 (t,3H); 1,25 (m,20H); 1,99 (q,2H); 2,43 (t,4H); 3,15-3,45 (m,4H); 3.59 (d,2H); 
25 5,22 (m,1H); 7,3 (m,15H). 

b) 1 -0-Dodecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-3-0-trityl-glycerin 

8,6 g 3a) werden in 150 ml Chloroform gelost und nacheinander 1,94 g p-Nitrophenol und 14,4 g Dicycloh- 
30 exylcarbodiimid zugegeben. Nach 1 2-stundigem Ruhren bei Raumtemperatur wird der Niederschlag abf iltriert 
und das Filtrat eingeengt. Der Ruckstand wird an Kieselgel (Eluens: Essigester/Petrolether 1:4) chromatogra- 
phiert. 

Ausbeute: 8,8 g 

DC: R f = 0,42 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 1:4) 
35 1 H-NMR (CDCI 3 ):5 [ppm]: 0,88 (t.3H); 1,25 (m,20H); 2,12 (q,2H); 2,53 (t.2H); 2,71 (t,2H); 3.2-3,5 (m,4H); 3,59 
(d,2H); 5,28 (m,1H); 7,18 (d,2H); 7.30 (m,15H); 8,20 (d,2H). 

c) 1 -O-Dodecyl-2-glutareaure-p-nitrophenylester-glycerin 

40 6 g 3b) werden in Petrolether gelost und auf mit Borsaure behandeltes Kieselgel aufgezogen. Das Produkt 

wird mit Petrol ether/Essigester 8:2 heruntergewaschen. 
Ausbeute: 2,7 g 

DC: R f = 0,21 (Kieselgel; Chloroform/Aceton 49:1) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):8 [ppm]: 0,87 (t,3H); 1,25 (m,20H); 2.10 (m,2H); 2,53 (t,2H); 2,71 (t,2H); 3,45 (t,2H); 3,63 
45 (d,2H); 3,82 (d,2H); 5,04 (m,1H); 7,28 (d,2H); 8,26 (d,2H). 

d) 1 -0-Dodecyl-2-g!utarsaure-p-nitrophenylester-glycero-3-sulfat. 

500 mg 3c) werden in 4 ml Chloroform aufgenommen und mit 0,22 ml Pyridin versetzt. Unter Eiskuhlung 
50 wird 0,1 8 ml Chlorsulfonsaure in 2 ml Chloroform zugetropf t Dann wird die Reaktionsldsung noch 2 h bei 0°C 
und 1 h bei Raumtemperatur geruhrt Nach Zugabe von 2 Tropfen Wasser wird eingeengt und der Ruckstand 
in Chloroform aufgenommen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat wird das LSsungsmittel abgedampft und der 
Ruckstand an Kieselgel (Laufmittei: Methylenchlorid/Methanol 8:1) chromatographiert. 
Ausbeute: 180 mg 
55 DC: Rf = 0,26 (Kieselgel; Methylenchlorid/Methanol 6:1) 

1H-NMR (CDCI 3 ):8 [ppm]: 0,89 (t,3H); 1,21 (m;20H); 2,02 (m,2H); 2,54 (m,4H); 3,45 (m,4H); 4,19 (m,2H); 5,33 
(m,1H); 7,28 (d,2H); 8,22 (d,2H). 
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Beispiel 4 

1-0-Hexadecyl-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-glycero-3-sulfat 

5 a) 1-0-Hexadecyl-2-glutarsaure-3-0-trityl-glycerin 

Herstellung analog 3a) aus 15 g l-O-Hexadecyl-3-O-trityl-glycerin, 50 ml Pyridin, 6,2 g Glutarsaureanhy- 
drid, 0,4 g Dimethylaminopyridin. 
Ausbeute: 7,14 g 
10 DC: R f = 0,35 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 2:3) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):6 [ppm]: 0,87 (t,3H); 1 ,1-1 ,65 (m,28H); 2,0 (m,2H); 2,43 (t,4H); 3,32 (m,4H); 3,59 (d,2H); 5,21 
(m,1H); 7,33 (m,15H). 

b) 1-0-Hexadecyl-2-glutareaure-p-nltrophenylester-3-0-trityl-glycerin. 

15 

Herstellung analog 3b) aus 3,5 g 4a), 50 ml Chloroform, 0,84 g p-Nitrophenol, 6,18 g Dicyclohexylcarbo- 
diimid. 

Ausbeute: 2,85 g 

DC: R f = 0,47 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 1 :4) 
20 1 H-NMR (CDCI 3 ):5 [ppm]: 0,88 (t,3H); 1,25 (m,28H); 2,13 (q,2H); 2,53 (t,2H); 2,7 (t,2H); 3,33 (m,4H); 3,59 
(d,2H); 5,28 (m,1H); 7,17 (d,2H); 7,33 (m,15H), 8,20 (d,2H). 

c) 1 -O-Hexadecyl-2-glutarsdure-p-nitrophenylester-glycerin 

25 Herstellung analog 3c) aus 2,8 g 4b). 

Ausbeute: 1 ,8 g 

DC: R f = 0,22 (Kieselgel; Chloroform/Aceton 49:1) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):5 [ppm]: 0,87 (t,3H); 1 ,25 (m,28H); 2,12 (q,2H); 2,55 (m,4H); 3,35-4,0 (m,6H); 5,1 /m,1H); 7,28 
(d,2H); 8.27 (d,2H). 

30 

d) 1 -0-Hexadecy1-2-glutarsaure-p-nitrophenylester-glycero-3-sulfat. 

Herstellung analog 3d) aus 500 mg 4c). 
Ausbeute: 310 mg 
35 DC: R f = 0,30 (Kieselgel; Methylenchlorid/Methanol 8:1) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):8 [ppm]: 0,87 (t,3H); 1,24 (m,28H); 2,03 (m,2H); 2,3-2,8 (m,4H); 3,20-3,70 (m,4H); 4,19 
(m,2H); 5,31 (m,1H); 7,29 (d,2H); 8,23 (d,2H). 

Beispiel 5 

40 

1-r>Dodecyl-2-adipins3ure-p-nitrophenylester-glycero-3-sulfat 

a) 1-0-Dodecyl-2-0-benzyl-glycero-3-sulfat 

45 28 g l-O-Dodecyl-2-O-benzyl-glycerin werden in 200 ml Chloroform gel6st, 20 ml Pyridin zugegeben und 

bei 0°C tropfenweise eine Losung von 11,2 ml Chlorsulfonsaure in 80 ml Chloroform zugefugt. AnschlieBend 
wird 3 h bei Raumtemperatur geruhrt und dann das Gemisch auf Eis gegossen. Die Wasserphase wird 3 mal 
mit Chloroform geschuttelt und die organische Phase nach Trocknung uber NatriumsuIfateingeengL Der Ruck- 
stand wird an Kieselgel (Laufmittel: Chloroform/Methanol 4:1) chromatographiert. 

50 Ausbeute: 23 g 

DC: Rf = 0,25 (Kieselgel; Methylenchlorid/Methanol 9:1) 
Spruhreagenz: Dichlorfluorescein 

iH-NMR (CDCI 3 ):5 [ppm]: 0,88 (t,3H); 1,24 (m,20H); 3,15-3,50 (m,4H); 3,74 (m,1H); 4,0 (s,1H); 4,22 (m,2H); 
4,59 (s,1H); 4,64 (s,1H); 7,26 (m,5H). 

55 

b) 1 -O-Dodecyl-glycero-3-sulfat 

22,8 g 5a) werden in 500 ml Methanol gel5st und an 2,3 g Pd/C hydriert. Der Reaktionsverlauf wird per 
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DC kontrolliert. Nach Ablauf der Reaktion wird f iltriert und eingeengt. Der Ruckstand wird in Aceton aufge- 

schlammt und abf iltriert. Ausbeute: 1 5,6 g 

DC: R f = 0,34 (Kieselgel; Methylenchlorid/Methanol 4:1) 

1 H-NMR (d 4 -Methanol):6 [ppm]: 0,89 (t,3H); 1,28 (m,20H); 3,4-3,6 (m,4H); 3,9-4,1 (m,3H). 
c) p-Nitrophenyl-adipinsSure-anhydrid 



1 g Adi pinsaure-p-nitrop he nylester werden 2 h in 40 ml Essigsaureanhydrid bei 80°C geruhrt AnschlieBend 
wird das Losungsmittel abgezogen und der Ruckstand am Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird wei- 
10 ter umgesetzt. 

DC: R f = 0,6 (Kieselgel; Essigester) 

d) 1-Q-Dodecyl-2-adipinsaure-p-nitrophenyiester-glycero-3-sulfat. 



0,44 g 5b), 5c) und 1 00 mg Dimethylaminopyridin warden in 50 ml Pyridin 5 h bei 80°C geruhrt. Nach Ab- 
ziehen des L&sungsmittels wird an Kieselgel (Laufmittel: Chloroform/Methanol 6:1) chromatographiert. 
Ausbeute: 100 mg 

DC: R f = 0,29 (Kieselgel; Chloroform/Methanol 6:1) 

1 H-NMR (CDCI 3 ):5 [ppm]: 0,86 (t,3H); 1,23 (m,20H); 1,73 (m,4H); 2,20-2,75 (m,4H); 3,2-3,7 (m,4H); 4,16 
(m,2H); 5,31 (m,1H); 7,29 (d,2H); 8,24 (d,2H). 

Beispiel 6 

L6sung 1: 

25 

125 mM Trispuffer pH 7,1, 4,0 mM Calciumchlorid, 250 uJ/100 ml Triton X-100, 41 mg/100 ml Natriumde- 
soxycholat. 



15 



20 



Ldsung 2: 



30 



zu 1 ml der Losung 1 werden 2 mg Substrat 1-0-Hexadecyl-2-glutarsaure-nitrophenylester-raoglycero-3- 
sulfat unter ieichtem Erwarmen bis zur Ausbildung einer Emulsion geruhrt. 

Hierzu werden 20 \x) der Probe (EnzymlSsung) gegeben. Der Verlauf der Reaktion wird photometrisch bei X = 
405 nm verfolgt. 

35 Bei Auswertung ubereinen Standard bekannter Phospholipaseaktivitat wird die Phospholipaseaktivitat der 

Probe wie fblgt berechnet 

Eine Berechnung der Phospholipaseaktivitat der Probe ist auch nach folgender Formel moglich: 

40 Aktivitat (Probe) [U/l] = 1000 - ■ AE/min 

eVprobo • d 

V ge8 : Gesamtvolumen des Testansatzes [cm 3 ] 
Vprobo : Vol umen der Probe [cm 3 ] 

e : Extinktionskoeffizient des Chromogens bei 405 nm 

« d : Schichtdicke der Kuvette [cm] 

AE/min : ExtinktionsSnderung pro Minute bei 405 nm 

Bei den genannten Reaktionsbedingungen betrdgt der Extinktionskoeffizient e = 9,0 • I • cm 2 • ^moM. 

50 Patentanspruche 

1 . Phospholipasesubstrat der aligemeinen Formel 



55 
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H 2 C - Y - R 

j O O 

5 HC-Y-C-A-<!i-X (I) 

H 2 C -0-2 

Oder 

10 

O O 

H 2 c-Y-ci-A-ci-x 

HC - Y - R (II) 
H 2 C - O - Z 



worin 

20 A eine AJkylen- oder Alkenylengruppe mit 1 bis 16 C-Atomen, 

R H oder eine Alkyi-, Alkenyi- oder Acylgruppe mit 1 bis 20 C-Atomen oder eine gegebenenfalls alkylsubstitu- 
ierte Aryl- oder Aralkylgruppe mit 1 bis 8 C-Atomen in Alkylrest, 

X den Rest einer aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung und jedes Y unabhangig voneinander -S- oder 
-O-, 

25 Z -SQ 3 e oder 



30 



O 

H 1 
- P - O - R 



bedeuten, wobei R 1 sein kann ein Wasserstoffatom oder die Gruppe (CH 2 ) n NRl, in der n eine Zahl von 2 bis 
4 und R 2 H oder CH 3 bedeuten, 
35 oder Inositol, 
oder Serin 



-CH 0 -CH-C0 0 H 




oder Glycerin. 

2. Phospholipasesubstrat nach Anspruch 1 , 
45 dadurch gekennzeichnet, 

daB R 6 bis 20 C-Atome aufweist. 

3. Phospholipasesubstrat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad A 3 bis 7 C-Atome aufweist. 
so 4. Phospholipasesubstrat nach Anspruch 1 , 2 oder 3, 

dadurch gekennzeichnet 

dad X ein gegebenenfalls substituierter Resoruf in-, ein Chlorphenolrot-, Indoxyl-, Naphthol-, Thiophenol-, Thio- 
f luoreszein- oder Phenol rest ist. 

5. Verfahren zur optischen Bestimmung der Phospholipasen, 
55 dadurch gekennzeichnet, 

daft man ein Substrat gem§B Anspruch 1 der Einwirkung der phospholipasehaltigen Probe unterwirft und die 
Menge der freigesetzten aromatischen Hydroxy- oder Thiolverbindung direkt oder, nach Kopplung mit einem 
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geeigneten Chromogen die daraus gebildete Farbe, optisch bestimmt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad man die Bestimmung bei einer Calciumkonzentration im Test von 0,5 bis 10 mM/l vornimmt. 
5 7. Reagenz zur optischen Bestimmung der Phospholipase, 

dadurch gekennzeichnet, 

dak es wenigstens eine Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 4 und Puffersubstanz, sowie Gallensaure, 
Ca ++ und gegebenenfalls einen chromogenen Kuppler oder/und ein Hilfsenzym enthalt 

8. Reagenz nach Anspruch 7, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dad es 

0,05 - 10 mg/ml Substrat, 
2-50 mg/ml Gallensaure, 
0,5 -10 mM/l Ca ++ , 
15 0 - 10 g/l Detergenz 

20 - 250 mM/l Puffersubstanz, 

jeweils bezogen auf gebrauchsfertige L5sung im Test enth&lt. 

9. Reagenz nach Anspruch 7 Oder 8, 
dadurch gekennzeichnet 

20 daft es auf einem Tragermaterial impragniert vorliegt. 



Claims 

25 1 . Phospholipase substrates of the general formula:- 



H 2 C - Y - R 



30 



35 



0 0 

HC-Y-C-A-C-X (I) 
I 

H 2 C - 0 - Z 



or 



0 0 
H 9 C -Y-C-A-C-X 

HC - Y - R (II) 
H 2 C - -0 -- Z 

45 

wherein 

A signifies an alkylene or alkenylene group with 1 to 16 C-atoms, 

R H or an alkyl, alkenyl or acyl group with 1 to 20 C-atoms or a possibly alkyl-substituted aryl or aralkyl group 
with 1 to 8 C-atoms in the alkyl radical, 
so X the residue of an aromatic hydroxy or thiol compound and each Y, independently of one another, -S- or -O-, 
Z -S0 3 e or a radical of the general formula:- 

0 

55 - P - 0 - R 

n e 
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whereby R 1 can signify a hydrogen atom or the group -(CH^Rl, in which n signifies a number of 2 to 4 and 
R2 H or CH 3 , 
or inositol 
or serine 

5 

-CH 2 -CH-C0 2 H 
NH 2 

10 

or glycerol. 

2. Phospholipase substrates according to claim 1, 
characterised in that 
R has 6 to 20 C-atoms. 
15 3. Phospholipase substrates according to claim 1 or 2, 

characterised in that 
A has 3 to 7 C-atoms. 

4. Phospholipase substrates according to claim 1, 2 or 3, 
characterised in that 

20 X is a possibly substituted resorufin, a chloro phenol red, in doxy I, naphthol, thiophenol, thiofluorescein or 
phenol radical. 

5. Process for the optical determination of phospholi pases, 
characterised in that 

one subjects a substrate according to claim 1 to the action of a phospholipase- containing sample and optically 
25 determines the amount of the liberated aromatic hydroxy or thiol compound directly or, after coupling with a 
suitable chromogen, the colour formed therefrom. 

6. Process according to claim 5, 
characterised in that 

one carries out the determination at a calcium concentration in the test of 0.5 to 10 mM/l. 
30 7. Reagent for the optical determination of phospholipases, 

characterised In that 

it contains at least one compound according to one of claims 1 to 4 and a buffer substance, as well as bile 
acid, Ca ++ and possibly a chromogen ic coupler and/or an auxiliary enzyme. 

8. Reagent according to claim 7, 
35 characterised in that 

it contains 

0,05 - 10 mg/ml of substrate, 
2-50 mg/ml bile acid, 
0,5 -10 mM/l Ca ++ 
40 0 - 10 g/l detergent, 

20 - 250 mM/l buffer substance, 

in each case referred to the solution ready for use in the test. 

9. Reagent according to claim 7 or 8, 
characterised In that 

45 it is present impregnated on a carrier material. 



Revendlcations 

1 . Substrat pour phospholipase de forme generate 



12 



EP 0 331 167 B1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



HC - 



O 

ii 



C - A 
Z 



C - X 



o 

II 



H*>C -Y-C-A-C-X 



HC 



H 2 C 



Y 
0 



R 
Z 



(I) 



(II) 



dans laquelle 

A reprise nte un group e alkylene ou alcenylene de 1 a 16 a tomes de carbon e, 

R represente H ou un groupe alkyle, alcenyle ou acyle de 1 a 20 atomes de carbone ou un groupe aryle ou 
aralkyle eventuellement alkylsubstitue de 1 a 8 atomes de carbone dans le reste alkyle, 
X represente le reste d'un compose hydroxy ou thiol aromatique et chaque Y represente independamment -S- 
ou -O-, 

Z represente -S0 3 e ou 



O 

II 



40 



CP 



R 1 pouvant etre un atome d'hydrogene ou le groupe (CH^nNRj dans lequel n represente un nombre de 2 a 4 
et R 2 represente H ou CH 3f 
45 ou I'inositol, 
ou la serine 

-CH^-CH-CCUH 

i 

NH 2 

ou la glycerine. 

55 2. Substrat pour phospholipase selon la revendication 1, 

caracterise en ce que 
R comporte 6 a 20 atomes de carbone. 



13 



] 



EP0 331 167 B1 

3. Substrat pour phospholipase selon la revendi cation 1 ou 2, 
caracterise en ce que 

Acomporte 3 a 7 atomes de carbone. 

4. Substrat pour phospholipase selon la revendication 1, 2 ou 3, 
5 caracterise en ce que 

X est un reste resoruf ine eventual I ement substitue, un rests rouge de chlorophenol, indoxyle, naphtol, thio- 
phenol, thlof luoresceine ou phenol. 

5. Precede de determination optique des phospholipases, 
caracterise en ce que 

10 Ton soumet un substrat selon la revendication 1 a Taction de I'echantiilon contenant une phospholipase et Ton 
determine optiquement la quantite de compose hydroxy ou thiol aromatique libere directement ou I'on deter- 
mine la couleur formee apres couplage avec un chromogene approprie. 

6. Precede selon la revendication 5, 
caracterise en ce que 

15 I'on fait la determination a une concentration en calcium dans le test de 0,5 a 10 mM/l. 

7. Reactif pour la determination optique de la phospholipase, 
caracterise en ce qu'll 

contient au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 4 et une substance tampon, ainsi que de 
I'acide biliaire, Ca ++ et eventuellement un coupleur chromogene et/ou une enzyme auxiliaire. 
20 8. Reactif selon la revendication 7, 

caracterise en ce qu'il 
contient 

0,05 a 10 mg/ml de substrat, 
2 a 50 mg/ml d'acide biliaire, 
25 0,5 a 10 Mm/I deCa ++ , 
0 a 10 g/1 de detergent 
20 a 250 mM/l de substance tampon, 

a chaque fois par rapport a la solution prete a I'emploi dans le test 
9. Reactif selon la revendication 7 ou 8, 
30 caracterise en ce qu'il 

est present sur un materiau support sous forme impregnee. 
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CH 2 0(CH 2 )mC02H 

CHOAc 
O 



CH20POCH2CH 2 NMe3 

O- : I 



AB 



IT 



RN 
CN 



The cotnpds. I (m = integer) , useful in the preparation of platelet activating 
factor. antibodies, were prepared Hydrolysis of 2-benzyloxy-3- (7- 
methoxycarbonylheptyloxy) propyl 2-trimethylammonioethyl phosphate {preparation 
given)., followed by debenzylation and acetylation, gave 

2-acetoxy-3- ( 7 -carboxyheptyloxy) propyl 2-trimethylammonioethyl phosphate 
(II) . Condensation of II with serum albumin produced a product for use in 
the production of platelet activating factor antibodies . 
117045 -25 -7DP, complexes with serum albumin 
RL: SPN (Synthetic preparation) ; PREP (Preparation) 

(preparation of, for preparation of platelet activating factor antibody) 
117045-25-7 CAPLUS 

3,5, 9-Trioxa-4-phosphanonacosan-l-aminium, 7- (acetyloxy) -29-carboxy-4- 
hydroxy-N,N,N-trimethyl-, inner salt, 4-oxide (9CI) (CA INDEX NAME). 



H02( 



OAc 0- 
( CH2 ) 20— O— CH 2 ~ CH— CH2 — O- P- O- CH2~ CH2~ N+Me3 



